












































the  concentration of  the  ascorbic  acid  is  increased  in  the  experiment done  for  24 hour  treatment 
duration. However there were not significant differences between the mean numbers of A‐549 cells 


















































































































After  all  of  the  literature  search  I’ve  done,  I  have  derived  a  research  question  as,  “How does  the 
different  concentrations  (0 µM,  100 µM,  300 µM,  500 µM,  1000 µM,  2000 µM) of  ascorbic  acid 
(Vitamin  C)  affect  the  number  of  the  viable  A‐549  NSLC  (non‐small  lung  cancer)  cells,  that  are 
attached to the cell culture plate; in 24, 48 and 72 hours of treatment durations?”
                                                            
7 Head, Kathleen A. "Ascorbic Acid in the Prevention and Treatment of Cancer." Alternative Medicine Review 1 
Jan. 1998: 174-86. Print. 
8 Kassouf, Wassim. "Vitamin C and K3 Sentisize Human Urothelial Tumors to Gemicitabine." Journal of 
Urology 1 Oct. 2006: 1642-647. Print. 
9 Roomi, M. Waheed. "Antitumor Effect of Ascorbic Acid, Lysine Proline, arginine, and Green Tea Extract on 







cancer  cell.  This  is  the  primary  preventive  activity  of  AA.  In  addition  to  this,  AA  has  a  secondary 
anticancer activity. Regarding at the cell proliferation process, AA does this anticancer activity in two 






A‐549  cells.  This  effect  correlates with  concentrations  of  vitamin  C.    So  as  the  concentration  of 
ascorbic acid is increased, the number of viable A‐549 cells will decrease.” Incubating  Vitamin C on 
































was  hard  to  count  them.  There were  big  differences  between  the  numbers  of  cells  (between  the 
samples taken from the same tube). In addition, when I observed them under the microscope, the cells 








10 See Appendix 5: Explanation of Terms (MTT Assya) 
11 See Appendix 5: Explanation of Terms  (Trypan Blue Exclusion Assay) 











and  prevented  taking measurements.  So  I  decided  not  to  clean  the  hemocytometer with  ethanol 
between each measurement. 
In the trial experiment, I loaded the cell‐AA‐trypan blue solution directly on the hemocytometer and 
putting  the  cover  slip on  this  solution. However  in  such  cases  the  solution may overflow  from the 
















13 See Appendix 6: Explanation of Several Methods Used in the Experiment (Method for Counting with 
Hemocytometer) 
14 See Appendix 5: Explanation of Terms (Attached-Unattached Cells) 
15 Appendix 6: Explanation of Several Methods Used in the Experiment (Method for Counting with 
























































































17 See Appendix 6: Explanation of Several Methods Used in the Experiment (Preparation Of Medium And 
Addition Of A-549 Cells) 
18 See Appendix 3: Formulas That are Used in the Experiment Explained (Calculating the Mass of Ascorbic 
Acid) 
19 See Appendix 3: Formulas That are Used in the Experiment Explained (Calculating the Volume of Ascorbic 
Acid-Water solution  that will be ut on the cels) 







































































control (0)  7  2  3  2  4  14  17  16  16  23  7  20  9  20  14 
100  2  3  4  1  2  16  21  19  11  17  16  21  17  22  23 
300  3  2  2  3  2  21  16  16  19  18  16  12  22  26  25 
500  2  2  4  2  3  24  12  16  22  15  27  11  17  28  27 
1000  1  0  0  2  3  18  15  15  18  20  27  20  12  21  20 
2000  0  0  0  0  0  4  13  11  16  13  16  14  19  21  20 
14 
 








































Plate 1  Plate 2  Plate 3  Plate 4  Plate 5  Plate 1  Plate 2  Plate 3  Plate 4  Plate 5  plate1  Plate 2  Plate 3  Plate 4  Plate 5 
0  77000  22000  33000  22000  44000  154000  187000  176000  176000  253000 77000  220000  99000  220000  154000 
100  22000  33000  44000  11000  22000  176000  231000  209000  121000  187000 176000  231000  187000  242000  253000 
300  33000  22000  22000  33000  22000  231000  176000  176000  209000  198000 176000  132000  242000  286000  275000 
500  22000  22000  44000  22000  33000  264000  132000  176000  242000  165000 297000  121000  187000  308000  297000 
1000  11000  0  0  22000  33000  198000  165000  165000  198000  220000 297000  220000  132000  231000  220000 









0  100  300  500  1000  2000 
MEAN  39600  26400  26400  28600  13200  0 
MEDIAN  33000  22000  22000  22000  11000  0 
SD  22810.08549  12541.9297  6024.94813  9838.6991  14342.2453  0 
SE  10200.98035  5608.92146  2694.43872  4400  6414.04708  0 
Tinverse  2.131846786  2.13184679  2.13184679  2.1318468  2.1318468  2.13185 









0  100  300  500  1000  2000 
MEAN  189200  184800  198000  195800  189200  125400 
MEDIAN  176000  187000  198000  176000  198000  143000 
SD  37625.789  41451.1761  23334.52378  55219.5618  23847.432  49561.0734 
SE  16826.7644  18537.5295  10435.51628  24694.9388  10664.896  22164.3858 
Tinverse  2.13184679  2.1318468  2.131846786  2.1318468  2.131847  2.1318468 









0  100  300  500  1000  2000 
MEAN  154000  217800  222200  242000  220000  198000 
MEDIAN  154000  231000  242000  297000  220000  209000 
SD  66456.7529  34259.3053  66183.0794  83773.50416  58723.9304  32070.2354 
SE  29720.3634  15321.2271  29597.9729  37464.65001  26262.14  14342.2453 
Tinverse  2.1318468  2.1318468  2.1318468  2.131846786  2.13184679  2.13184679 






















with different  concentration(0, 100, 300, 500, 1000, 2000 µM respectively)  of  ascorbic  acid  for 24 
hours. Alfa  value  is  taken  to be 0.05.  P‐value  is  smaller  than Alfa  value,  so H0 is  rejected and H1 is 
accepted. 
Anova: Single Factor           
             
SUMMARY             
Ascorbic Acid 
Concentration (µM)  Count  Sum  Mean  Variance     
0  5  198000  39600  520300000     
100  5  132000  26400  157300000     
300  5  132000  26400  36300000     
500  5  143000  28600  96800000     
1000  5  66000  13200  205700000     
2000  5  0  0  0     
             
             
ANOVA             
Source of Variation  SS  df  MS  F  P‐value  F crit 
Between Groups  4763366667  5  952673333.3  5.62380952  0.0014389  2.62065415 
Within Groups  4065600000  24  169400000       
             











Anova: Single Factor           
             
SUMMARY             
Ascorbic Acid 
Concentration (µM)  Count  Sum  Mean  Variance     
0  5  946000  189200  1415700000     
100  5  924000  184800  1718200000     
300  5  990000  198000  544500000     
500  5  979000  195800  3049200000     
1000  5  946000  189200  568700000     
2000  5  627000  125400  2456300000     
             
             
ANOVA             
Source of Variation  SS  df  MS  F  P‐value  F crit 
Between Groups  18730800000  5  3746160000  2.30471464  0.07617568  2.620654 
Within Groups  39010400000  24  1625433333       
             
Total  57741200000  29             
TABLE 8: Shows the data from ANOVA (Analysis of Variance): Single Factor test that is made for the cell 
number of viable, attached A‐549 cells, inside the 2ml cell‐AA‐trypan blue mixture, that are treated 













Anova: Single Factor           
             
SUMMARY             
Ascorbic Acid 
Concentration (µM)  Count  Sum  Mean  Variance     
0  5  770000  154000  4416500000     
100  5  1089000  217800  1173700000     
300  5  1111000  222200  4380200000     
500  5  1210000  242000  7018000000     
1000  5  1100000  220000  3448500000     
2000  5  990000  198000  1028500000     
             
             
ANOVA             
Source of Variation  SS  df  MS  F  P‐value  F crit 
Between Groups  2.3038E+10  5  4607680000  1.28793687  0.3017722  2.62065415
Within Groups  8.5862E+10  24  3577566667       
             
Total  1.089E+11  29             
TABLE 9: Shows the data from ANOVA (Analysis of Variance): Single Factor test that is made for the cell 
number of viable, attached A‐549 cells, inside the 2ml cell‐AA‐trypan blue mixture, that are treated 

















0  100  300  500  1000  2000 
24  39600  26400  26400  28600  13200  0 
48  189200  184800  198000  195800  189200  125400 











































































































effect  of,  increasing  AA  concentrations  on  the  proliferation  A‐549  cells,  in  different  treatment 
durations. 
In  the  experiment,  0,  100,  300,  500,  1000  and  2000  µM  of  AA  is  put  on  the  A‐549  cells  and  the 
antiprolifertive effects of them are observed for 24, 48 and 72 hours duration of treatments. 


















































So,  increasing  the  concentrations would be an effective  solution  for  this experiment.   Another 
reason of this error might be, I did not use ethanol when cleaning hemocytmeter because of its 




















































26 Vuyyuri, Saleha B. "Ascorbic Acid and a Cytostatic Inhibitor of Glycolysis Synergistically Induce Apoptosis 





































































































































27See Appendix 6: Explanation of Several Methods Used in the Experiment (Trypan Blue Exclusion Assay) 




























































































































































































































































































control 100µM 300µM 500µM 1000µM 2000µM
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